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© Bacterie lactique. 

<S) Culture biologiquement pure d'une souche de bacterie lactique selectionnee pour ses facultes d'implantation 
dans une flore intestinale, d'adhesion a des cellules intestinales, d"exclusion competitive de bactenes pathoge- 
nes sur des cellules intestinales, d'immunomodulation et/ou de reduction d'activite enzymatique fecale. 
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La presente invention a pour objet une culture biologiquement pure d'une souche de bacterie lactique, 
une composition contenant cette souche et une utilisation de cette souche. 

EP 199535 (Gorbach et Goldin) propose une souche bacterienne identifiee tout d'abord comme etant 
un Lactobacillus (L.) acidophilus, puis comme se rapprochant le plus de L.casei subs, ramnosus (cf M.Silva 

5 et ai. dans Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 3^, No 8, 1231-1233, 1987), qui presente une bonne 
adhesion aux cellules de la muqueuse de I'intestin grele et qui se prete a des utilisations therapeutiques. 
Cette souche, baptisee souche GG et deposee a I'ATCC (American Type Culture Collection) sous le No 
53103, peut etre utilisee en combinaison avec un support pharmaceutiquement acceptable, en particulier 
dans des produits alimentaires, notamment dans des produits laitiers acidifies du type yogourt, par 

w exemple. 

D'autres souches du meme type ont ete utilisees de longue date dans des produits et dans un but 
analogues. II existe cependant un besoin de souches particulierement performantes de ce type qui soient 
clairement identifies, qui presentent des vertus indiscutables et qui viennent enrichir la palette des 
souches disponibles. 

15 La presente invention a pour but de satisfaire ce besoin. 

A cet effet, selon la presente invention, on propose une culture biologiquement pure d'une souche de 
bacterie lactique selectionnee pour ses facultes d'implantation dans une flore intestinale, d'adhesion a des 
cellules intestinales, d'exclusion competitive de bacteries pathogenes sur des cellules intestinales, d'immu- 
nomodulation et/ou de reduction d'activite enzymatique fecale. 

20 Une telle souche est tout particulierement desttnee a etre administree a I'homme ou a des animaux 

dans un but therapeutique ou prophylactique au niveau du systeme gastro-intestinal, notamment dans un 
but antidiarrheique. 

La souche peut etre administree sous forme de culture biologiquement pure, telle quelle, apres 
congelation et/ou lyophilisation, par exemple. Une telle culture peut comprendre de 10 8 -10 10 germes 
25 viables (cfu, de ('expression technique anglaise "colony forming units") par g pour la forme liquide ou 
congelee, et de 10 9 -10 11 cfu/g pour la forme lyophilisee, par exemple. 

La souche peut egalement etre administree sous forme d'une composition comprenant une telle culture 
et un support ingerable, en particulier un support pharmaceutiquement acceptable ou un produit alimentaire 
tel qu'un fait acidifie, notamment un yogourt ou une formule lactee en poudre, par exemple. 
30 Dans un premier mode de realisation prefere de la presente invention, on propose une culture d'une 

souche de bacterie lactique selectionnee pour sa faculte de s'implanter dans le tube digestif de souris ou 
de rats a flore intestinale humaine. 

Dans un deuxieme mode de realisation prefere de la presente invention, on propose une culture d'une 
souche de bacterie lactique selectionnee pour sa faculte d'exclusion competitive, sur des cellules intestina- 
35 les, de bacteries pathogenes responsables de diarrhees. 

Parmi diverses souches de bacteries ainsi selectionnees a partir notamment de laits acidifies, en 
particulier de yogourts du commerce, ou a partir de cultures du commerce destinees a la preparation de 
tels laits, ou a partir de feces d'enfants, par exemple, quatre ont ete deposees, a titre d'exemple, selon le 
traite de Budapest, le 30.06.92, a la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), fnstitut 
40 Pasteur, 28 rue du Dr Roux, 75724 Paris Cedex 15, France, ou elles ont recu chacune le No CNCM 
respectif indique ci-apres entre parentheses, a savoir une souche de Lactobacillus acidophilus (CNCM I- 
1225), une souche de Bifidobacterium breve (CNCM 1-1226), une souche de Bifidobacterium infantis 
(CNCM 1-1227) et une souche de Bifidobacterium longum (CNCM 1-1228). 

Des details concernant la morphologie et les proprietes generates de ces souches sont donnes ci- 
45 apres: 

L.acidophilus CNCM 1-1225 

Morphologie: 

50 

- Microorganisme Gram-positif, non motile, ne formant pas de spores. 

- Batonnets isoles assez courts et trapus 

Metabolisme: 

55 

- Microorganisme microaerophile, avec metabolisme homofermentaire donnant lieu a la production 
d'acide lactique L( + ) et D(-). 

- Autres caracteristiques : Catalase (-), production de C0 2 (-), hydrolyse de I'arginine (-). 
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Fermentation des s ucres: 

B.breve CNCM 1-1226. B.infantis CNCM 1-1227 et B.longum 1-1228 
Morphologie: 

- Microorganismes Gram-positifs, non motiles. ne formant pas de spores 

- Courts batonnets aux extremites arrondies avec branchements en "V" ou en "Y". 

Metabolisme: 



75 



• Au.res cracteristiques: Catal.se (■). production ae Cft (-). hydrolyse de l'„ 9 i™„e 

20 Fermentation des su cres 



Implantation dans une flore in testinale 
Souris gnotoxeniques 
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s'def d~. : irsri: 2sr — - *~ - 

de ^fu/a 0l0 S°r U ° n Perm6t 4 13 S ° UChe d ' #,re pr(§sente dans le * »«» a raison de plus 

pertSoe °"" e CM " imP ' an,ali0n Pe ' SiS « ''-vironnemen, des anirnt, „■«, pas 

Rats gnotoxeniqu es 

F. l^.S<^^T d ^ n f 8 J 8 * ' anotorfnique., avec une souche (BacteroVdes thetaiotaomicron 

^unecuon particuiiere du Centre de Recherche Np^tpr rw mnn i ^ „ ^ . 
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Volontaires humains 



A litre de comparison, on determine combien de germes viables de Lbulgaricus se retrouvent dans 
,es de Tontaires humains bien portants qui consomment du VOQOurt traditionneK prepare par 

ermentation d'un lait de vache avec une culture de L.bulgaricus et de S.thermoph.lus du commerce 

Ces TofcntTres ne consomment aucun produit laitier fermente durant trois penodes consecutives de 
trois semaines c hacune . exception faite du yogourt qu'ils consomment durant .. deux.eme penode de tro.. 
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Durant les trois semaines ou ils consomment du yogourt, ils Is font de man.ere a ingere env.ro .10 

Lbu^us oar oJ ce qui correspond a env.ron 3 yogourts de 120 g par jour. Durant la penode de 

!m L voqourts on retrouve environ 10* cfu de L.bulgaricus par g de feces des volonta.res. 
consomm t,on des yogour^ o ^ ^ essaj ^ ^ mgme que 

Dans le cad re ae , la P une cu , ture de s.thermophilus et de B.b.fidus du 

^nS^^^^^S Lacidophi.us CNCM 1-1225. par exemple. en concentration du 

^ToSSmine ,e nombre tota, de germes viab.es de Lactobaci.les dans les feces d« . volontaires avant 
pendant et apres la periode de conservation du yogourt. On trouve des va.eurs de 10 -10 cfu/g avant, 

P,US On e o^daTS augment Tnombre tota, de LactobaciUes retrouves dans les feces ; pendant 
,a p2Le de consommation'du yogourt. La souche CNCM 1-1225 est retrouvee en ^ [^^ « 
sous lorme viable chez les volontaires. Par contre, el.e est eliminee en quelques ,ours apres I arret de la 

consommation du yogourt 

Re duction d'activite enzymatique fecale 
Rats gnotoxeniques 

Z^V^e des essais realises avec les rats gnotobiotiques ci-dessus, on determine I'activite 
Dans le ° enzymes azoreductase et nitroreductase sont en effet .mphquees 

„ T^^tSZS^^s. Une concentration elevee de ces enzymes est liee a une 

^TTJt ^^ZZ^e fecale des rats gnotobiotiques a BacteroTdes se monte a 2.5 
On constate que lactvte ^nzy - q ^ ^ nitrore§ductase , alors que, 

po 9 u Tes ra^gnt^q 0 TS^SL ^ la flore desquelles la souche CNCM 1-1225, par example . 
, 5 ^;mp,an2e 9 cette acSvite enzymatique se monte a 1,8 ug/h/mg de proteine pour I'azoreductase et a 3.5 

gnotobiotiques a flore ,ntestina,e formee exclusivement de ,a 
soucreCNCM,-1 P 225 ne P r, S en~ „ ^ de rats 

. ^zx^^"~^^^- — ues ,n ™ chez ces animaux ' 

autrement dit des modifications benefiques dans le metabolisme de I hole. 
Volon taires humains 

n , ries essais realises avec les volontaires humains ci-dessus. on determine I'activite 

L I n^ductase Sca e On determine cette activite durant les derniers jours qui precedent la 

psn^s^*^ p*-* ia s ° uche cncm m225 ' par exempie - tout au ,on9 

cette periode etdans.es premiers, ours ^™JL rfe , jne durant la p( s riode de 

50 conslmrr; 5 ^ "sS fce^au' durant' enln une semaine a P ,s cette periode et 
qu'elle remonte progressivement ensuite. 

I m m u no modulation 
55 Volontaires humains (pouvoir phagocytaire des leucocytes) 

n PS volontaires humains s'abstiennent de toute consommation de produits laitiers fermentes, a 
rexceSordet produits consommes se.on le programme suivant: .ait durant trois sema.nes. yogourt 
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■ °de S thermophilic du commerce et de 

orobabilite que I on rasse erreu. \ 

Sucocytes est significative est mteneure a 0.1 - . 

aux volonta,res des deux g ant ,e debut de la semaine 3. ainsi 

""or: ises de sang sent effectuees sur tous .es volontaires 3 .ours avant ,e 

que iTour et 10 jours apres <a fin de la semaine 5. ^ ^ jmmunitaire aux r.popo.ysac- 

h r.SSSS?* SS^-^^t^^ a- ^ «■* ,a 

o~ = 1 S,9n ' ,iCatiVe ^ 

vaccination, par rapport a ia on 

iX--"-- - - - 18 — *- p ' 
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^"iM'iii!^'^^ ■ * dairies souches de w*w 

ssrssu-Ksssas. •—«——- 

antibiotique et 50% du m.heu MRS dans eq 
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'actobaciiles ou bifidobacteries (rf rh* - ~> 

Pour realiser .'adhesion on l^TmS>* ^ ^ Mic ^.Lett.^ 213 - 21 8 1982) 

+ + + + oour R i!L ™~ P0Ur B breve CNCM 1-1226 + + + + t C + + + ■ on obtient 

pour B.longum CNCM 1-1228. ' + P° ur B.infantis CNCM M2?7 A » 

Des essais d'adhesion aux cellules htpq mtv . 
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^ W ^S=» - - -'-ass 

- pour DAEC, la souche rift** ,. . 
pour tPEC, ia souche JPN15 dMart « • 

Vaccine Development Uni»e, s », * L^'i'TT " F " Me < c °..Mi°" of Prof J K.oe, On,. , 
Maryland 2,20, . USA) S " V ^ °< «s«ne. ,0 South Pine"*, 

" SECKSE^^^ <°'—, S.anlo. u„„„ sity School „' 

po. srasr~r«ff s,,,ch,M science bJ ^™ 

St" , Ce '"" eS CaC °' 2 ' °" ^ de la ™*"> **» ci. 

culture, a raison de 10 8 cfu/ml et Pmi quees au s sor >t mises en suspension dans i* ™ i ! 

Po^nt la cu.ture ce.Maire. ^ de ajout.s a cnaque U^LJ uT,^ 

arquee et 1 ml d une suspension contenanl soit 
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ionoeoucnesdseeMesci^ ^ bac(6rjes marquees pa, 
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acteries adherentes ei ^ 

.nmhrP de bacteries adherentes marquees par 

comptage a scintillation liquide. , artinil p« ain si testees quant a leurs facultes ou pouvoir 

Parmi differentes souches de bac tone .act q ^ ^ 
d -exc. USl on competitive de bactenes P*^^^"^* des facultes remarquables presentees dans 
danS le cadre de .a presente ^TlTS^Zl realises par les souches testees aux depens des 
io tahipau ci-apres qui donne, en <o, les wux u 
SSntes souches pyogenes utilisees dans ces essa.s. 
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io"uche (No CNCM) I Concentration (cfu/ml) 



"t 3 „v delusion competitive (%)■ vis-a-vis de: 
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1-1225 



-1226 



1-1228 



1-1227 



10 9 
10 8 

10 9 
10 8 

~io 9 

10 8 

" 10 9 
10 s 



ETEC 

78 
50 

80 
55 

47 
11 

58~ 
18 



DAEC 

79 
53 

68~~ 
53 

47 
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EPEC 

~~ 83 

53 

83 
55 



Salmonella 



86 
42 

88 
41 
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Revendications m 

enzymatique fecale. • 

, „ , d . one sollch . * bacteria .ac.que seieciorinee pour s. I.** rje 

1 sssm - * - ^ - humaine - 

„ h 0 har-terie lactique selectionnee pour sa faculte 

4 0 rhees. 

^r^^s^^-s-^ — cncm Haa 

. Cordon —an, U r,e c-» - - ~ — « " « " " ^" , 

acceptable. 

7 Compel seior, ,a „^c B ,n , « - s u ppo„ - » pro- — 

t h„« laauelle Mil pnxW alimen.aire .si un lait ac,d,te. 
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notammem un yuy^. 1 . . l . . 

i a 4 destinee a etre administree a 

* sat rr r^rrr^,.^ „ — * — ~~ 

!„Sal, rrolamroen, dans u n but an.idiarrne.que. 
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